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Antxcorps monoclonaux anti-Leishmania t hybridomes secre- 
teurs de ces anticorps, antigenes de Leishmania reconnus 
par ces anticorps , procede d'obtention et applications de 
ces .anticorps monoclonauK et de ces antigenes » 

L ' invention est relative a de nouveaux anticorps 
monoclonaux anti-Leishmania et a des hybridomes secreteurs 
de tels anticorps monoclonaux. Elle concerne plus particu- 
lierement des anticorps monoclonaux susceptibles d ' induire 
une activite protectrice a 1'egard d'un note sensible a 
I'infection par les leishmanies et egalement de reconnai- 
tre des polypeptides provenant de ces parasites et qui 
sont eux-memes reconnus par des serums obtenus a partir 
denotes infectes par diverses especes de leishmanies. Elle 
concerne enfin des antigenes susceptibles d'etre reconnus 
par ces anticorps et 1 1 utilisation de ces antigenes pour 
la constitution de compositions de vaccins destinees a 
l'homme ou a 1* animal, notamment les chiens * 

Les leishmanioses recouvrent un ensemble complete 
d' infections qui ont en commun d'etre causees par des 
parasites intracellulaires du genre Leishmania. On peut se 
reporter au preambule de la demande int ernationale de 
brevet PCT/U5 82/01678, deposee le 17 novembre 1982 et 
pupliee sous le n* W083/01785, pour disposer d'une revue 
generale des differentes formes que peuvent revetir ces 
infections et des differentes especes de Leishmanies qui 
en sont la cause. Le developpem$nt de ces infections tant 
dans les pays du tiers monde que dans des pays industria- 
lises est d'autant plus preoccupant que 1'on ne dispose a 
1'heure actuelle que de peu de moyens pour combattre les 
differentes infections ca usees par ces parasites et pour 
enrayer leur extension a de nouveaux territoires. L'arse- 
nal therapeutique est iimite et il n'existe actuellement 
aucune vaccination pouvant aboutir a une prevention effi- 
cace sans complications secondaires* 

La diver site antigen ique des leishmanies a ete 
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mise en evidence notamment par X * utilisation des anticorps 
monoclonaux. On notera a ce sujet, outre la demands inter- 
nationale de brevet susmentionnee les tra vaux realises par 
0. McHAHON PRATT et John R. DAVID. MS81), Nature, Vol, 
291, 581-583 ; de E, . HANDHAN et R. £ . HOCKING (1982) , 
Infections and Immunity, 28-33 ; de E. HANDMAN, H * M. 
JAKVIS et G.F. LITCHELL (1984) Parasite Immunology, £, 
"2 23-233 * L ' impression d * ensemble qui se d eg age dela 
litterature existante est precisement la grande variete 
d* anticorps monoclonaux qui ont ete fabriques, ces 
anticorps monoclonaux devant permettre des identifications 
desormais precises des differentes especes et soos-especes 
existantes de Leishmanies. Les publications decrivant des 
effets de protection d'un note vivant contre certaines 
especes de leishmanies sont beaucoup plus rares. On citera 
neanmoins les resultats de protection in vivo par des 
anticorps monoclonaux contre les promastigotes de. 
ielsh^ar^ia mexicana qui ont ete obtenus par ANDERSON et 
Coll. (1983} The Journal of Immunology, ,13 J, . 1616-1618, a 
1 * occasion de la mise en oeuvre d ' un test denomme "Winn 
assay system"* Le principe de ce test est decrit dans un 
article de H.J. WINN {1960) publie dans le "J. of Immuno- 
logy" , Vol. 8* , p. 530. 

L'invention precede d'une demarche differente. En 
effet, elle avait pour but la production d* anticorps mono- 
clonaux (ou de compositions a base de plusieurs types 
d'anticorps monoclonaux) qui soient capable*., d ' une part, 
de reconnaitre des determinants antigeniques communs a des 
especes variees de leishmanies, d'autre part, d'entrainer 
un effet protecteur in vivo contre ces diverses especes. 
Un autre objectif etait l'isolement d'un ou plusieurs 
antigenes susceptifoles d'induire chez I'hote auxquels ils 
peuvent etre administres 1 ' acquisition d'une iromunite glo- 
bale , par consequent egalement une protection globale 
contre les differentes leishmanioses cutanees, cutaneo- 
muqueuses et viscerales de l'Ancien et du Nouveau monde. 
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Plus particulierement encore, I'invention a pour 
but de fournir un procede permettant de conduire la selec- 
tion des hybridomes secreteurs d' anticorps vers ceux qui 
seront capables de produire les anticorps monocXonaux 
repondant aux caracteristiques sus-indiquees . 

Les anticorps monocXonaux anti-Leishmania selon 
1* invention sont caracterises par leur capacite a inhiber 
1* infection de cellules sarcomateuses par les formes 
promastigotes de une ou plusieurs especes de Leishmania, 
lorsque ces cellules sarcomateuses sont mises en contact 
avec lesdites formes promastigotes pre-incubees avec ces 
anticorps monocXonaux dans des conditions qui, en 1'ab- 
sence desdits anticorps monoclonaux , conduiraient a une 
parasitemie elevee dans lesdites cellules. 

Un precede d'obtention et d'isolement d 1 hybridomes 
secreteurs d* anticorps monocXonaux anti-leishmania posse- 
dant les proprietes sus-indiquees est caracterise en ce 
que l'on met en contact les formes promastigotes infec- 
tieuses avec, d'une part, des anticorps monocXonaux recon- 
naissant des antigenes d 4 une ou plusieurs especes de 
leishmanies et secretes parmi des hybridomes prealablement 
formes de facon en soi connue entre des celluXes de myelo- 
me et des cellules spleniques d'un animal, notamment la 
souris. prealablement immunise contre une ou pXusieurs 
souches de leishmanies et, d 1 autre part, avec des celluXes 
sarcomateuses dans des conditions qui, en l'absence des- 
dits anticorps, conduiraient a une infection parasitaire 
desdites ceXXules sarcomateuses, et en ce que l'on selec- 
tionne ceux de ces anticorps monoclonaux qui, dans 1* ope- 
ration precedent© > protegent completement in yiyo, les cel- 
luXes sarcomateuses vis-a-vis de 1* infection par lesdites 
leishmanies, apres leur injection dans le peritoine d'urie 
souris sensible auxdites cellules sarcomateuses, plus par- 
ticulierement d'une souris Balb-C. De preference -mais non 
necessairement- les formes promastigotes mises en oeuvre 
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sont pretraitees avec les anticorps monoclonaux dans la 
souris Balb-C* Ce pretraitement consiste'de preference en 
un contact maintenu a 37'C, pendant 30 minutes. L f infec- 
tion eventuelie desdites cellules sarcoma teuses pout etre 
appreciee par prelevement de 1'ascite, lorsque celle-ci 
s'est formee dans la cavite peritoneale de la souris, mise 
en culture des cellules sarcomateuses de i'ascite dans un 
milieu approprie, par exemple le milieu NHM, et detection 
eventuelie des promastigotes formes dans le milieu. IX va 
sans dire que la selection des hybridomes secreteurs est 
en rapport direct avec celle des anticorps monoclonaux 
protecteurs * 

II resulte de ce qui precede que l'invention met 
en jeu la capacite des anticorps monoclonaux finalement 
selectionnes d'exercer une activite protectrice efficace 
vis-a-vis des cellules particulierement sensibles a 1* in- 
fection parasitaire, Les cellules sarcomateuses connues 
sous la designation W TG 1 80 "decrites par SARTORELLI A.C. 
et BOTH 8 . A. (1361) Federation Proceedings, £0., 158-159, 
se sont revelees a ce point sensibles que 1'on a propose 
de les utiliser pour la production rapide et en grande 
quantite de leishmanies, plus particulierement sous leur 
forme amastigote ( forme intracellulaire des leishmanies), 
Les conditions de cette production et de 1 'isolement des 
leishmanies decrites ont ete decrites par L„ MONJOUR et 
Coll, dans 1'article intitule "Rapid, Large. Scale 
Production and Isolation for Leishmania Amastigotes" , 
Annals of Tropical Medicine Parasitology M184), 78. . 
423*425. Par ailleurs ces cellules T<5 180 produisent une 
ascite lorsqu'elles sont injectees a une souris Balb-C ; 
par consequent la moindre cellule sarcomateuse infectee 
amplifiera chez la souris la reponse a X* infection en 
multipliant les cellules infectees et en propageant 1* in- 
fection au moins a toute l'ascite. 

L'invention resulte done d ' une orientation de re- 
cherche basee sur 1'hypothese initiale qui a ete faite (et 
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qui s'est revelee fecondei qu'il devait etre possible de 
produire et d'isoler des anticorps monoclonaux anti-Leish- 
mania capable* de proteger ties cellules normalement aussi 
sensible* a r infection parasitaire. Cette hypotbese al- 
lait done egalemeot fournir 1' essence du test particulie- 
rement rigoureux qui constitue le fondement du procede de 
production et de selection des anticorps monocXonaux pro- 
tecteurs conformes a l'invention. 

^'invention concerns done plus particulierement 
les anticorps monoclonaux caracterises par la capacite 
qu'ils ont d'inhiber 1'infection parasitaire de cellules 
de la lignee TG180, lorsque 2 x 10 3 cellules de cette 
lignee sont injectes dans le peritoine de souris Balb-C. 
en melange avec 60 microlitres d'ascite contenant les 
susdits anticorps monoclonaux et 10 5 promastigotes qui 
avaient ete incubes' au prealable en presence desdits an- 
ticorps monoclonaux a 37'C et pendant 30 minutes. En 
1' absence des anticorps monoclonaux protecteurs , un tel 
traitement conduirait a une parasitemie aigue des cellu- 
les. Ces indications quantitatives determinant egalement 
les conditions preferees du test de selection qui est mis 
en oeuvre dans le precede selon l'invention. 

Les anticorps monoclonaux mis en oeuvre dans les 
operations d'infection des cellules sarcomateuses en vue 
de la selection des anticorps monoclonaux protecteurs re- 
sultent de preference deja d'une pre- selection . Comme on 
l'a indique plus haut , les anticorps monoclonaux mis en 
oeuvre sont c*ux qui reconnaissent des antigenes d'une ou 
plusieurs especes de leishmania. 

Cette pre-seleetion peut etre realisee de toutes 
f aeons en soi connues. par exemple dans les conditions qui 
solvent (et dont d'ailleurs un exemple de mise fen oeuvre 
detaillee sera indique plus loin dans l'exemple). 

Partant d'une ou de plusieurs especes choisies de 
parasites. on immunise un animal, notamment la souris. 
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avec les parasites sous la -forme promastigote et l'on rea- 
lise une fusion cellulaire des cellules spleniques de X'a- 
nimal prealablement sacrifie avec des cellules de myelome 
appropriees* essentiellement selon la methode decrite par 
5 KOHLEf? £ . et MILSTEIN C. U975)> Nature, £5£, 495-497. Les 
cellules hybrides productrices d' anticorps peuvent ensuite 
etre donees par toute methode en soi connue, de preferen- 
ce par la methode des dilutions limites. Les hybridomes 
finalement selectionnes sont ensuite mis en oeuvre dans la 

10 production d'ascites, de preference par la technique de- 
crite par ROSETO A. et Coll. (1983), Journal of Virology, 
64 : 237-Z44* La determination des classes IgG est ensuite 
realise© de preference par la methode d * immunodiffusion , 
decrite par ROSETO A. et Coll. (1982), Comptes Rendus de 

15 I'Academie des Sciences Paris, £94 : 347-352, De preferen- 
ce, on recueille les hybridomes secreteurs d r anticorps mo- 
noclonaux appartenant a la classe des immunoglobulines IgG 
et 1'on trie les surnageants de culture des clones obtenus 
ou les liquides ascitiques correspondants , selon la metho- 

20 de decrite par MONJOUR L. et Coll. dans "Annales de la 
Societe Beige de Hedecine Tropicale* (1976), 58. : 293-300, 
pour ne retenir dans un premier stade (sur la majorite) 
que les anticorps monoclonaux qui fixent. plusieurs leish- 
manies a la fois, avantageusement sur au moins X'un des 

25 parasites appartenant a chacune des especes ,L. i n,f „a„n turn ^ 
tropica, J_ bra^siliensis, et J*, mexicana {detection de 
la fixation par immunofluorescence indirecte globalej et, 
au terme d'un second tri, ceux des anticorps monoclonaux 
qui se fixent sur les parasites vivants ou tues. 

30 ll va de soi que 1 " on peut egalement mettre en 

oeuvr« tout autre protocole de production et de selection 
d'anticorps monoclonaux aptes a reconnaitre les parasites 
vivants ou tues. II convient d'ailleurs de noter que la 
selection des anticorps monoclonaux parmi ceux d ' entre eux 

35 qui presentent les caracteristiques des immunoglobulines 
IgG n'est obligatoire en aucune facon. 
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La mise en oeuvre dans ie procede selon i * inven- 
tion d*un ou de plusieurs anticorps monoclonaux anti- 
Leishmania ainsi prealabXement selectionnes peut conduire 
non seuXement a des anticorps monoclonaux protecteurs con- 
5 tre celles des especes de parasites initialement mises en 
oeuvre (a X' occasion de 1' immunisation des animaux, dont 
les cellules spleniques ont ensuite ete mises en oeuvre 
pour la production de ces anticorps monoclonaux ) , mais en- 
core centre des especes de leishmanies differentes. IX est 

10 a cet egard remarquable que la mise en oeuvre du procede 
selon Invention a partir de plusieurs especes de parasi- 
tes permet d'isoler des anticorps monoclonaux reconnais- 
sant un ou plusieurs antigenes qui se sont averees etre 
communs a un grand nombre d * especes -de leishmanies, 

(5 £n particulier, la mise en oeuvre du procede selon 

1* invention dans les conditions qui seront decrites plus 
loin permet d'isoler des anticorps monoclonaux reconnais- 
sant des antigenes ou proteines ayant (pour certains de 
ces anticorps monoclonaux) des poids moleculaires de 

20 l'ordre de 40,000, 70,000 et 113-000 et , pour <T autres 
anticorps monoclonaux. des antigenes ou proteines ayant 
des poids moleculaires de X* ordre de 1 40 . 000 (precision de 
1'ordre de 10 "/ ) . tous ces antigenes ou proteines pouvant 
etre obtenus a partir de lysats de leisnmanies, notamment 

25 dans les conditions qui seront rappelees plus loin. 

Le procede selon 1' invention peut done, au niveau 
de 1'infection des cellules sarcomateuses , etre mis en 
oeuvre avec des anticorps monoclonaux dont a ete reconnue 
la capacite, au cours de tris prealables, de reconnaxtre 

30 des antigenes d' especes different©*. En alternative, on 
peut egalement mettre en oeuvre, au niveau de 1'infection 
des melanges d 1 anticorps monoclonaux obtenus a partir 
d'hybridomes pre- selectionnes et ayant mis en jeu des 
Leishmanies appartenant a des especes differences au ni~ 

35 veau de 1 * immunisation initiale. Par exemple , on met en 
oeuvre au niveau de 1'infection un melange d'anticorps 
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monoclonaux obtenus a partir d * hybridome's qui ont eux- 
memes ete obtenus par hybridation entre des cellules de 
myelomes et des cellules spleniques provenant de souris 
qui avaient ete immunises* respectivement par JL* B3JLiSL a jn a , 
5 JL> tropica , A,. donov , a„n , jt .« infantum et brasiliepsis / 
torsque l'on a determine la capacite d " un melange deter- 
mine d' anticorps monoclonaux de proteger les cellules 
sarcomateuses centre I'infection jJX vivo P ar une' plurality 
de parasites determines, on peut encore repeter 1'essai de 

10 protection avec chacun des anticorps monoclonaux determi- 
nes contenus dans le melange* en vue de reclrercher celui 
qui est plus particulierement capable de proteger les cel- 
lules sarcoma teuses centre 1* ensemble desdits parasites et 
par consequent d " isoler 1 ' hy bridome correspondant. 

Les methodes proposees ci-dessus ne sont qu'indi- 
catives de toutes celies qui peuvent etre mises en oeuvre 
pour mettre en evidence ou isoler des polypeptides portant 
les sites antigeniques intervenant . dans la reaction 
antigene-anticorps ♦ Les. techniques de recombinaison gene- 

20 tique pourront egalement etre mises en oeuvre aux memes 
f ins ♦ 

Les polypeptides reconnus par des anticorps selon 
1 * invention peuvent , surtout lorsqu 4 ils sont communs a 
plusieurs especes de ieshmanies , etre utilises pour la 

25 production de compositions pharmaceutiques destinees a la 
vaccination contre les leishmanioses * Ces polypeptides y 
sont alors associes avec les vehicules physiologiquement 
accept a bles appropries aux methodes de vaccination* Avan- 
tageusement ces compositions pharmaceutiques sont consti- 

30 tuees de fa9on appropriee a 1 * administration par injec- 
tion. 

Des caracteristiques supplementaires preferees de 
l l invention apparaitront encore au cours de la description 
qui suit de conditions preferees qui ont ete mises en oeu~ 
35 vre pour la production, la selection et 1'isolement d'hy- 
bridomes conf ormes a 1 ' invention . 
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1 - PARASITES 

On a utilise les formes promastigotes des especes 
suivantes : J- - infantum LEM A97, L. tropica LEM 129. L,. 
hrasiliensis quvanensis LEM 311 et L. me x i cana amazonensis 
5 LV 79 pour la caracterisation des antigenes reconnus par 
les antieorps. En plus de ces souches, les souches suiv/an- 
tes ont ete utilisees pour les experiences de protection ; 
JL- hrasiliensis auvanensis : Cay H 60 et Cay H 53 ; L- 
^onovani : ANTWERPEN, ITMAP 430 (Portugal), ITMAP. 263 
10 {MarocJ, ITMAP 240-366 (Tunisie), ITMAP 1358 (Italic). LV 
9 {Ethiopie}, LEM 139 Unde), L* rgexiqana mexicana ,, LEH 
280, L* tropica, LV 39. 

2 - PRODUCTION DE FORMES PROMASTIGOTES INFECT IEUSES 

2 x 10 3 cellules sarcomateuses de souris (A. C. 
15 SART0RELLI et 8 . A . BOTH - , Ped. Proc* 20. 1961, p. 156- 
159), denommees TG ISO (P. C0U2INEAU et H, BAUFINE-DUCROC , 
Ann. Par, Hum. Comp. ±Jk.> 217-224} sont melanges a 

2 x 10 6 -formes promastigotes* Apres injection par voie 
intraperitoneale a la souris Balb/c> un liquide d'ascite 

20 est recueilli 7 a 10 jours plus tard. Une centrif uga tion 
de ce liquide donne un culot de cellules- sarcomateuses 
infectees par des formes amastigotes. Apres 4 jours de 
culture en milieu NNN a 22"C. on obtient une proliferation 
de promastigotes constamment infectieux pour la souris 

25 Balb/c { L - M0NJ0UR, I. V0ULD0UKIS, 0. BRANDIC0URT, D. 
MA2IER, C. ALFRED * I. PL0T0N et M. GENT I L I N I , Ann. Trop, 
Med. Par, 1964. X8. 423-425). 

3 - PRODUCTION D'ANTICORPS M0N0CL0NAUX 

a) Immunisation des souris 

30 Oes souris Balb/c ont subi 3 injections sous- 

B 

cutanees, espacees chacune de 15 jours, avec 10 promas- 
tigotes de infantum melanges a 10 micrograms d ' un 
immunoadjuvant a base de saponine commercialise sous la 
designation OUIL A, Un mois plus tard. les souris ont subi 
35 une derniere injection intraperitoneale de 2 x 10 promas- 
tigotes. 4 jours plus tard, les souris ont ete sacrifices 
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et leurs cellules spleniques preleyees. 

b) Hybridomes 

La fusion des susdites cellules spleniques et de 
cellules de myelome SP2/0, la culture des hybrides. la 
5 detection des anticorps monoclonaux, leur caracterisation 
par immunodiffusion radiale et la production d'ascites ont 
ete effectuees selon des protocoles decrits precedemment 
t A , £0S£T0. T.F. VAUTHEROT. P . B08ULESC0 et M.C. 
GUJLLEMIN, C.R. Acad, Sciences Paris - lii, 1982, p. 
10 3*7-352) . 

c) Mise en evidence des anticorps 

Les produits de secretion des hybridomes ont ete 
eprouves sur des promastigotes de 1'Ancien et du Nouveau 
monde., morts ou vivants, et ce t par immunofluorescence 

15 indirecte (L. MGNJGUR, C„ M1LLE t P. DRUILHE et M. 
GENTILINI , Ann. Soc. Beige Med, Trap* > 5JL 1976, p. 293- 
300) ♦ 10 ascites ont produit une reaction positive centre 
au mains certaines des especes de parasites identifies 
dans le tableau plus loin. 5 ascites se sont revelees 

20 pr oduire une reaction positive contre chacune desdites 
especes de parasites. 
4 - EPREUVES D'INHISITION 

Ces epreuves ont ete menees sur plusieur s especes 
de leishmanies de 1'Ancien et du Nouveau monde. 5 anti- 

25 corps monoclonaux de l'isotype XgGI, produits en ascite et 
reagissant positivement en immunofluorescence sur les pro- 
mastigotes, ont ete selectionnes , puis melanges pour les 
essais d ' inhibition . SO microlitres du melange ont ete mis 
en contact avec 10 5 promastigotes d'une espece, a 37 # C, 

3D pendant 30 minutes. 2 x 10 3 cellules TG 180 ont aldrs ete 
ajoutees ; apres un lavage, le melange a ete injecte in- 
traperitonealement a la souris Balb/c. 10 jours plus tard, 
I'ascite formee est prelevee par aspiration a la seringue. 
La recherche des amastigotes intra et extracellulaires se 

35 fait sur une preparation coloree au May-Grunwald-Giemsa * 
La presence de promastigotes est revelee apres 20 jours 
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cT incubation des cellules ascitiques en milieu NNN. tes 
controles exper imentaux sent les suivants : anticorps mo- 
noclonaux anti- Plasmodium falciparum et anti-HBs, surna- 
geants d'ascites provoques par l'injection de pristane et 
de myelome SP2/0 ; un autre controle eonsiste a mettre en 
contact l'ascite induite par le sarcoma TS 1 BO avec chaque 
espece de la panoplie des leishmanies, a 37*C> pendant 
30 minutes. Enfin, le caractere pathogene des especes est 
prouve par 1' infection, dans les memes conditions, de cel- 
lules sarcomateuses avec chaque espece de Leishmanie. 
5 - CARACTERISAT ION ANTIGENIGUE 

Des ly sats des dif fer en ts parasites , realises en 
presence d 1 inhibiteurs de proteases (PMSF et TLCK a 10 M) 
ont ete analyses, par immunoempreinte sur feuille de ni- 
trocellulose £H. T0H8IN, T. STAEHEL1N et I , GORDON . PNAS, 
USA .' 76. . 1979, p. 4350-4354) du profil electr ophoretique 
obtenu par la technique de Laemmli {V.K. LAEMML I » Nature, 
Z2J_ . 1970, p* 680-683) en gel d'acrylamxde a 10 Les 
complexes antigenes-anticorps ont ete reveies par des 
anti-anticorps marques a la peroxydase selon Avrameas 
(S. AVRAMEAS et B . GUILBE8T, Eur. 3. Imm. , ±, 1971, 394- 
396). 

Les poids moleculaires des antigenes ont ete ap- 
precies d'apres leurs distances de migration dans le gel, 
comparees a celles des proteines suivantes de poids mole- 
culaires connus ; ferritins (220 kD) , ovotransf eririe (77 
kD), albumine bovine (67 kD) . catala.se t60 kO } , ovalbumine 
(45 kD). lactate dehydrogenase (36 kD), chymotrypsinogene 
A {25,7 kD), ferritine (forme monomere) {18.5 kD} t myoglo- 
buline (17.2 kD) . cytochrome c (12,3 kD) r 
6 - SERUMS HUMAINS 

Les serums de deux malades atteints de leishma- 
niose visceral©, confirmee par la presence de parasites a 
X'examen direct. ont permis de completer selon le proto- 
cole precite. la carte antigenique. II s'agissait de deux 
infections, contractees en zone mediterr aneenne (Berault 
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et Algerie) , ayant evolue respectivement pendant 3 et S 
mois * 

RESULTATS : 

1 - CHOIX DES ANTICORPS MONGCLONAUX 

Apres clonage par dilution limite des hybrides po- 
sitif 5 , seuls 5 hybridomes secretant des anticorps d ' iso- 
type IgG1 ont ete retenus . En immunofluorescence , ils 
marquent la membrane des promastigotes vivants. Ces anti- 
corps ont ensuite ete produits dans des. ascites de souris. 

2 - EPREUVES D'INHIBITION 

L'effet inhibiteur des anticorps monoclonaux sur 
le developpement des 4 especes de Leishmanies a ete revele 
par I'absence d ' amastigotes dans les cellules sarcomateu- 
ses injectees par vole intraperitoneal . Dix jours apres 
I'injection, le transfert des cellules en milieu NNN ne 
revele pas la presence de formes proma s tigotes , En revan- 
che, les couplages realises avec les ascites negatives ou 
des anticorps monoclonaux non specifiques se traduisent 
par une infection constants, prouvee secondairement par la 
multiplication des promastigotes in ,y.i tro.. 

3 - CARACTERI SAT ION DES ANTIGENES 

Les antigenes des differentes especes de Leishma- 
nies pouvant etre reconnus par le melange des anticorps 
monoclonaux inhibiteurs. ont ete repertories dans le ta- 
bleau cx-apres : 
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TABLEAU 



J^. m&xicana L^ftra siXien- 
Especes L- infantum ^.tropica amazonensis , quyanensis 



poids 113 

moleculaire 7Q 
SB 
48 

(en 

kilo- 4« 
daXtons) 



113 113 113 

80 

70 70 70 

6 0. SO. 
44 44 



40 AH AH 

36 36 
Les nombres soulignes indiquent une forte reac- 
tion entre X'antigene et x'anticorps. IX est important de 
souXigner que trois antigenes de poids molecuXaire 40 kD. 
70 kD et 113 kD sont constamment reconnus dans la panopXie 
des Xeishmannies de l'Ancien et du Nouveau monde. Les an- 
ticorps Xeur carrespondant perrnettant de prevenir 1* infec- 
tion par les promastigotes chez Xa souris, on peut penser 
que I'un ou X' autre de ces antigenes peut jouer un role 
dans 1' acquisition d'une irnmunoprotectidn croisee . A titre 
comparatif, Xes resuXtats des immuno-empreintes realisees 
avec Xes serums des deux maXades leishmaniens ont ete ega- 
Xement coXliges . lis mettent egalement en evidence un an- 
tigene de 70 kD, mais non csux de 4fl kD et 113 kD, La re- 
connaissance de plus de 6 antigenes ctiez L. mexicana , 
^7nnensi 5 et L- brasiliensis quyanensis suggere des pa- 
rentes antigeniques entre Xes different* constituants de 
la souche. 

IX apparaxt done que "X"antigene de 70 kD est : 
1*) immunogene tant chez Xa souris que chez 1'homme, 
2') present dans toutes les souches de Xeishmanies etu- 
diees, 

De mime ont ete isoles des anticorps monoclo- 
naux qui se sont averes reconnaitre une molecule de poids 
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moleculaire d 'environ 140.000 dans des lysats de plusieurs 
lei shmanies . 

Les an ti corps monoclonaux selon 1 * invention 
peuven t etre egalement utilises en tant que vehicules pour 
transporter une molecule toxique (par exemple la gelonine) 
ou un medicament anti-para sitaire et le concentrer sur les 
sites merries de son action, plus particulierement les para- 
sites eux-memes sous leur forme promastigote ou ama stigo- 
te * Ainsi » les an ticor ps monoclonaux selon 1* invention 
peuvent-ils etre couples chimiquement de facon covaiente 
avec des substances toxiques ou des substances medicamen- 
teuses anti-leishmania . Ce couplage covalent mettra natu- 
rellement en jeu des groupes fonctionnels tant de l'anti- 
corps que des medicaments utilises qui n'interviennent pas 
dans la reaction antigene-anticorps , d'une part, au niveau 
de 1' action des substances, d' autre part. Des medicaments 
appropries ont ete envisages dans la demande internationa- 
le W063/01785. Dans une forme avantageuse de conjugues 
susceptibles d'etre utilises, le medicament est encapsule 
dans des liposomes 4 ceux-ci etant eux-memes lies de facon 
covaiente a l'anticorps, par exemple par 1 ' intermediaire 
du N-succinimidyl-3- ( 2-pyridyl-ditnio ) -propionate [ SPDP ) : 
voir notamment 3, Biol- Chem, 255 , 2015-2018 {1980} ; 
Mature, vol. 2 93 , n* 58 29, p, 22 6, 198 1 et 3. of 
Supramolecular Structure and Cellular Biochemistry 16. 
p. 243-258 M981K 

Les anticorps monoclonaux selon 1'invention 
peuvent egalement etre utilises pour purifier des composi- 
tions polypeptidiques susceptibles de contenir des pro- 
teines immunogenes , telles que les antigenes de poids mo- 
leculaires 40.000, 70,000,-113*000 ou 140.000 daltons, se- 
lon la nature de 1* anticorps utilise. Ce precede est avan- 
tageusement applique a des extraits obtenus a partir des 
parasites {par exemple lysats de parasites). II peut aussi 
etre applique a I'extraction de ces polypeptides des sur- 
nageants de mileux de culture de ces parasites, des lors 
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que ces surnageants sent susceptible* de contenir be tels 
polypeptides en tant que produits du metabolisme desdits 
parasites- Pour la mise en oeuvre de ce precede, les anti- 
corps monoclonaux sont a vantageusement immobilises sur un 
5 support solide, de preference adapt© a des operations de 
cbromatograpbie d'affinite. Par exemple, ces anticorps mo- 
noclonaux sont -fixes sur un reseau d'agarose a reticula- 
tion tri-dimensionnelle t commercialise sous la marque 
SEPHAROSE par la societe suedoise PHARMACIA A,G. , par 

1D exemple par la methode au bromure de cyanogens. 

L * invention concerne done plus particuliexement 
un precede de separation de ces antigenes caracterises par 
les operations consistant a fair© passer le milieu suscep- 
tible de les contenir (notamment extrait de parasite ou 

15 milieu de croissance de ces parasites) au contact d'une 
colonne d'af finite portaht les susdits anticorps monoclo- 
naux, pour fixer selectivement lesdits polypeptides, puis 
a recuperer ceux-ci par dissociation du complexe antigene- 
anticorps au moyen d*un tampon approprie, notamment d'une 

20 solution de force ionique adequate, notamment d'un sel, de 
preference 1'acetste d" ammonium (lequel ne laisse pas de 
residu lorsque X'on realise ensuite la lyophilisation de 
la preparation). On peut egalement avoir recours a one so- 
lution acidifiee a pH 3-4 ou a un tampon glycine au merne 

25 pM. 

L * invention concerne egalement les polypepti- 
des communs a plusieurs Leisbmanies, et plus particulie- 
rement ceux qui sont reconnus par les anticorps morvodo- 
naux secretes par les souches d'hybridomes qui ont ete 

30 deposees a la Collection Nationale des Cultures de Micro- 
organismes tC.N.CHJ de I'lNSTITUT PASTEUR de Paris, sous 
les n # 1-344 et 1-345 le 1er octobre 1384. 

L > invention concerne plus particulierement en- 
core parmi ces polypeptides ceux d'ent-re eux, notamment 

35 celui qui presente un poids moleculaire de l'ordre de 
70-000, qui est egalement reconnu par des serums provenant 
de malades humains affectes par des leishmanioses . 
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Ces polypeptides ou antigenes sont eux~memes 
susceptibles d'etre utilises comme reactifs. ou meroe comme 
agents de diagnostic in vitro , pour la detection d'antx- 
corps anti-Leisnmania. II va de soi que 1" invention con- 

5 cerne egalement des fractions polypeptidiques pouvant 
avoir des poids moleculaires plus faibles. des lors qu'ils 
porteraient des sites antigeniques susceptibles d'etre 
reconnus par les memes anticorps monoclonaux. II apparai- 
tra clairement au specialists qu'a partir de i'instant ou 

0 1'on dispose des anticorps monoclonaux selon 1'invention, 
on peut envisager l'isolement, a partir des. antigenes 
sus-indiques , des sequences peptidiques plus petit es 
contenant les memes sites antigeniques, par exemple en 
ayant recours a des techniques en soi connues de decoupage 

15 du polypeptide initial par des enzymes susceptibles de 
decouper les polypeptides plus grands en des sites 
specifiques. A titre d'exemple de telles proteines, on 
peut mentionner l'enzyme de Staphylococcus aureus V8 , 
1' alpha-chymotrypsine, Xa "protease de glande sous-maxil- 

20 laires de souris" (mouse submaxillary gland protease) 
commercialisee par la societe BQEHRINGER, la collagenase 
de XAfrxAp aiainolvticus chemovar lophagus , qui reconnait 
specifiquement lesdits peptides Gly~Pro et Gly-Ala, etc. 

Les polypeptides du genre en question peuvent 

25 egalement etre utilises pour separer des anticorps pre- 
sentant les caracteri stiques sus-indiquees a partir d'un 
melange polyclonal d'anticorps. Dans ce cas, les poly- 
peptides du genre en question seront a leur tour immobi- 
lises sur un support de chromatographic d'affinite, par 

30 exemple du genre indique plus haut. Le precede de separa- 
tion comprendra par consequent I'etape consistant a faire 
passer une solution contenant les anticorps polyclonaux au 
contact des polypeptides immobilises, et l'etape de recu- 
peration des anticorps retenus au moyen d ' une solution ou 

35 d'un tampon analogue a celle ou celui qui a ete envisage 
plus haut- 
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Enfin 1* invention concerne des compositions 
immunogenes caracterisees par 1 ' association de 1'un des 
antigenes immunogenes sus-indiques avec un excipient pny~ 
siologiquement acceptable permettant son administration a 
5 un note vivant, en vue de lui conferer une immunite a l'e~ 
gard desdits polypeptides. Ces polypeptides constituent 
des principes actifs dont 1 4 iromunogenicite peut etre mise 
en oeuvre a chaque f ois qu ' est recherchee une protection 
in vivo centre des parasites* 

10 L ' invention concerne egalement un procede uti~ 

lisant les antigenes reconnus par les susdits anticorps 
monoclonauK pour la detection de la presence d' anticorps 
anti-Leishmania , notamment dans des echantillons sanguins 
provenant de 1'homme ou de 1' animal, en vue d'effectuer la 

15 detection de 1* affection. 

Dans une variante de ce procede, la detection 
de la presence d 1 anticorps anti-Leishmania met en jeu des 
reactions d'hypersensibilite {reactions intra dermiques ) 
necessaires au diagnostic de 1'affection Chez 1'homme ou 

20 l' animal . 

Comme il va de soi et comme il resulte d'ail- 
leurs deja de ce qui precede. 1* invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes d ' application et de reali- 
sation qui ont ete plus specialement envisages ; ©lie en 

25 embrasse au contraire toutes les variantes ; en alternati- 
ve t 1' invention concerne un precede utilisant 1' infection 
des cellules sarcomateuses T618G par les parasites \ forme 
amastigote) pour determiner l'efficacite de nouvelles for- 
mes d ' anticorps (mono- ou polyclonaux ) pour juguler 1 ' in- 

30 fection parasitaire. Le meme test peut etre utilise pour 
determiner 1'efficacite de nouvelles molecules medicamen- 
teuses anti-Leishmaniose . 

La souche de cellule sarcomateuse TGI 60 a ete 
deposee a la CNCM {Collection Nationale des Cultures de 

35 Micro-organismes de 1'INSTITUT PASTEUR) sous le numero 
i-3*3> le 26 septembre 1984. 



257094? 



18 

La souche de parasite L . infantum { LEH 497) qui 
a ete utilisee dans I'immunisation initial© des souris en 
vue de la production des anticorps monoclonaux plus par- 
ticulierement decrits dans les examples, a ete depose© a 
la CNCH le 26 septembre 1984 sous le numero 1-342. 

II est entendu que lorsque 1 ' on a fait usage du 
mot "leishmanies" t c'est nat urellement des parasites du 
genre Leishmania qu'il s'agissait* 
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REVINDICATIONS 

1, Antieorps monoclonaux anti-Leishmania t ca- 
racterises par leur capacite a inhxber X 'infection de cel- 
lules sarcomateuses par les formes proma s tigotes de une ou 
plusieurs especes de Leishmanial lorsque ces cellules sar- 
comateuses sont mises en contact avec lesdites formes pro- 
mastigotes pre-incubees avec ces antieorps monoclonaux 
dans des conditions qui, en l'absence desdits antieorps 
monoclonaux , conduiraient a une parasitemie elevee dans 
lesdites cellules. 

2. Antieorps monoclonaux selon la revendication 
1 t caracterises par leur capacite a simultanement inhiber 
les infections de cellules sarcomateuses par des 
Leishmanies appartenant aux especes L, roexicana . JL. 
tropica et donovani . brasiliensis et jL. inf an turn , 

3* Antieorps monoclonaux selon la revendication 
1 ou la revendication 2> caracterises par leur capacite a 
inhiber l'infection de cellules sarcomateuses de souris 
appartenant a la lignee TG1SQ. 

4 + Antieorps monoclonaux selon Xa revendication 
3, caracterises par la capacite qu'ils ont d* inhiber l'in- 
fection parasitaire de cellules de la lignee TG180, lors- 
que 2 x 10 3 cellules de cette lignee sont injectes dans le 
peritoine de souris 8alb-C, en melange avec SO microlitres 
d'ascite contenant les susdits antieorps monoclonaux et 
10 5 promastigotes qui avai.ent ete incubes au prealable en 
presence desdits antieorps monoclonaux a 37*C et pendant 
3 0 minutes* 

5. Antieorps monoclonaux selon l a une quelconque 
des revendi cations 1 a 4 , caracterises en ce qu ' ils sont 
secretes par des hybridomes qui ont ete deposes a la 
C.N.C.H. respectivement sous les n* 1-344 et 3-345 le 

1er octobre 19B4 . 

6. Antieorps monoclonaux selon la revendication 
5, caracterises en ce qu'ils reconnaissent des proteines 
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ayant des poids moleculaires de'l'ordre cle : 
40, 0 00 
70,000 
113.000 

5 contenues dans des lysats de Leishmanies. 

7 . Anticorps monocXonaux selon Xa revendica tion 
5 , caracterises en ce qu ' ils reconnaissent des proteines 
ayant des poids moleculaires de 1'ordre de 140,000 et con- 
tenues dans des lysats de Leishmanies. 

tO 8. Anticorps monoclonaux caracterises - en. ce 

qu'ils reconnaissent des proteines qui sont egaiement re- 
connues iji vitro par des serums provenant de malades at- 
teints de leishmaniose. 

9* Hybridomes secret-eurs, caracterises par Xe 

15 fait que les anticorps monoclonaux qu* ils secretent sont 
confer me s a l'une quelconque des revendica tions 1 a 7 » 

10v Procede d'obtention et d'isolement d ' hy- 
bridomes secreteurs d' anticorps monoclonaux anti- 
leishmania possedant les proprietes sus-incriquees , carac- 

20 terise en ce que l'on met eh contact les formes promasti- 
gotes infectieuses avec, d ' une part, des anticorps mono- 
clonaux reconnaissant des antigenes d'une ou plusieurs 
especes de leishmanies et secretes parmi des hybridomes 
prealablement formes de f aeon en soi connue entre des 

25 cellules de myelome et des cellules spleniques d/un ani- 
mal, notamment la souris, prealablement immunise contre 
une ou plusieurs souches de leishmanies et, d' autre part, 
avec des cellules sarcomateuses dans des conditions qui , 
en 1 ' absence desdits anticorps , conduiraient a une' inf ec- 

30 tion parasitaire desdites cellules sarcomateuses, et en. ce 
que I'on selectionne ceux de ces anticorps monoclonaux 
qui, dans 1* operation precedents, protegent completement 
jn vivo les cellules sarcomateuses vis-a-vis de I'infec- 
tion par lesdites leishmanies , apres leur injection dans 

35 le peritoine d'une souris sensible auxdites cellules sar- 
comateuses , plus pa rti culler ement d'une souris BaXb-C. 
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11. Procede selon la revindication 1G, caracte- 
rise en ce que les cellules sarconiateuses utilisees appar- 
tiennent a la lignee des cellules sarcomateuses de souris 
denommees TG 1 BO. 

12. Polypeptides des parasites des leishmanio- 
ses ayant des poids moleculaires de 1'ordre de 40.000, 
70*000 et 113.000 daltons . ces polypeptides ayant la ca- 
racteristique d'etre reconnus par les anticorps fnonoclo- 
nauK secretes par 1'hybridoroe depose a la C.N. CM. sous 
les numeros 1-344 et 1-345 le ter octobre 1384. 

13. Polypeptides de parasites de leishmanioses 
hutnairtes et animales, notamment canines, ayant des poids 
moleculaires de I'ordre de 140.000 et ayant la caracte- 
ristique d'etre reconnus par les anticorps rnonoclonaux 
conf ormes a la revendication 1 . 

14. Polypeptides selon la revendication 12 ou 
la revendication 13, caracterises en ce qu'ils sont recon- 
nus par des serums humains contenant des anticorps a 1'e- 
gard des Leishmanies. 

15. Composition pour la production de vaccina, 
caracterisee par 1 ' a ssociation d 4 un ou .p-iusdeurs polypep- 
tides selon 1'une quelconque des revendica tions 12 a 14 
avec un vehicule pharmaceutique approprie a la vaccina- 
tion. 

16. Precede pour la detection ou le diagnostic 
in vitro de 1'infection par les Leishmanies chez I'homme 
ou I'animal, caracterise en ce qu'il comprend la mise en 
contact de cellules, provenant notamment d'une biopsie 
tissulaire (moelle osseuse, rate ou foie), avec des anti- 
corps rnonoclonaux tels que definis dans Vune quelconque 
des revendications 1 a 8 , et la detection, notamment par 
immunofluorescence, d*une reaction entre lesdits anticorps 
rnonoclonaux et lesdites cellules en cas d'infection. 

17. Precede utilisant les antigenes selon l'une 
quelconque des revendications 12 a 14, permettant de de- 
tecter in vitro la presence d 'anticorps anti-Leishmania 
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dans Xe serum d'un patient humain ou animal et d'effectuer 
ainsi le diagnostic in vivo de X 1 infection chez 1'homme ou 
X* animal. 



